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論文内容の要旨
(目的)
胸腺腫患者血中に種々の自己抗体が認められるO なかで、も骨格筋ニコチン性アセチルコリン受容体
(AChR) に向けて抗体が産生されると，その結合により受容体の崩壊は充進する。その結果，受容体数
は減少して神経筋伝達が障害され重症筋無力症 (MG) が発症する O しかし受容体抗体の産生過程に
おける胸腺腫の病的意義は不明であるO 本研究では胸腺腫細胞が筋細胞 AChR 類似の蛋白を発現し，
抗原の供給源となる可能性を AChR mRNAの発現を指標として検討した。
(方法ならびに成績)
(1) RNAの分離とノザンブロット解析
手術時に抽出したMG患者の胸腺腫組織からグアニジンチオシアネート/セシウムクロライド法にて
総RNAを抽出した。 AChR は 2 つの α と， ß , r ， δ サブユニットから構成される 5 量体で， α サブ
ユニットはアセチルコリン結合部位を有しており受容体の一次的役割を担う。そこで，ヒト骨格筋
AChRα サブユニット cDNAをプロープとしてノザンプロット解析を行った。正常筋組織から抽出し
た対照RNA30μg では α サフ。ユニット mRNA発現を同定で、きたが，胸腺腫RNAでは検出できなかった。
(2) PCRによる RNAの増幅
α サブユニット遺伝子のアセチルコリン結合部位をコードする DNA断片を標的として，その上流の
センス鎖，下流のアンチセンス鎖の配列をもっオリゴヌクレオチドプライマーを用いて PC R (Polyｭ
merase Chain Reaction)を行った。 α サブ、ユニット cDNAを鋳型とすると245塩基対 (bp) のDNA断片
が増幅されることを確認した。一方，この二つのプライマーはそれぞれエクソン 5 とエクソン 6 の領域に結
合するためゲノムDNAを鋳型とすると一つのイントロンを含む約650bp のDNA断片が特異的に増幅され
た。この塩基長の差から mRNAを鋳型とする増幅実験におけるゲノムDNAの混入を除外できる。
MG患者の胸腺腫と非MG患者の脳，心，筋の各組織より抽出したRNAを鋳型として，ランダムヘ
キサプライマーと逆転写酵素を用いて cDNAを合成した。次に，その一本鎖 cDNAより二つの合成
プライマーを用いて標的DNA断片を増幅した。胸腺腫及び，筋組織から抽出，段階希釈した RNAを
鋳型としてPCRを行い両組織における α サフーユニット mRNAの発現量を比較した。ポリアクリル
アミドゲソレ電気泳動後のエチジウム ブロマイド染色で標的断片を検出するには，筋組織で; 1. 9ng，胸
腺腫組織では35ng の鋳型RNAを必要とした。
(3) RNA増幅産物の解析
胸腺腫 5 例より抽出したRNAのうち 4 例から 245bp の DNA断片が増幅され，この断片は α サブユ
ニット cDNAプロープとハイブリダイズした。脳および心組織より抽出した RNAを鋳型とすると，
α サブユニットプローブと結合する増幅産物は検出されなかった。
次に，胸腺腫の上皮細胞における α サブユニット mRNAの発現について検討した。まず胸腺腫より
上皮細胞を分離培養した。培養細胞が抗ケラチン抗体で染色されることから上皮由来の細胞であること
を確認し，さらに胸腺筋様細胞の混入は継代培養を行うことにより除外した。その分離培養した上皮細
胞RNAを鋳型として増幅実験を行った。塩基配列解析から増幅DNA断片が α サブユニットのアセチ
ルコリン結合部位とされるアミノ酸配列をコードする領域を含むことを確認した。 MG患者白血球RN
Aからは α サブユニット DNA断片は増幅されなかった。以上から，胸腺腫上皮に α サブユニット
mRNAが特異的に発現していることが確認された。
(総括)
重症筋無力症の胸腺腫蕩に AChRα サフボユニット mRNAの発現を証明した。さらにその発現の場
は，腫蕩化した上皮細胞であることを明らかにした。この成績から，重症筋無力症における胸腺腫は
AChR を自己抗原として提供する可能性が示唆された。
論文審査の結果の要旨
本研究は，重症筋無力症患者 (MG) の胸腺腫における骨格筋ニコチン性アセチルコリン受容体
(AChR)α サフ。ユニット mRNAの発現をノザンプロット解析と，より高感度な polymerase chain 
reaction (P C R) 法を用いて検討したものであるO
その結果，ノザンプロット解析では胸腺腫における α サブ、ユニット mRNAの発現は認められなかっ
たが， PCR法を用いることによりその発現を証明した。さらに胸腺腫より分離培養した腫傷性上皮細
胞に α サブユニット mRNAの発現を認めた。この結果は， MG における胸腺腫上皮細胞が AChR を
自己抗原として提示しうることを示したものであり， MGの病態解明に貢献する知見である。以上より
本研究は学位に値すると考える。
